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El descubrimiento de las estructuras qu´ımicas del DNA y las prote´ınas, y de la relacio´n entre ambas
no fue tarea fa´cil en la historia de la biolog´ıa. Desde que Mendel realizara sus experimentos a mitad
del siglo XIX y Miescher aislara el DNA del esperma de salmo´n en 1869, tuvieron que pasar ma´s
de 70 an˜os para descubrir la relacio´n de los genes con el metabolismo. En 1941 Beadle y Tatum
desarrollaron la hipo´tesis “un gen, una enzima” con sus experimentos sobre el metabolismo del
moho Neurospora [2]. En 1944 Avery confirmo´ unos experimentos realizados por Griffith an˜os antes
que demostraban que el DNA era el material gene´tico, hasta entonces se cre´ıa que las prote´ınas
cargaban la informacio´n hereditaria. Unos an˜os despue´s Sanger [13] consiguio´ secuenciar parte de la
secuencia de la insulina y Watson y Crick resolvieron el enigma de la estructura del DNA a partir
de las ima´genes de difraccio´n de rayos X de Franklin [14]. Sin embargo se segu´ıa sin conocer cua´l
era el co´digo que permit´ıa traducir DNA a prote´ınas. Hasta que casi 10 an˜os ma´s tarde, en 1961,
Crick y Brenner demostraron que un codo´n consist´ıa en 3 pares de bases de DNA [6], a la vez
que Matthei y Nirenberg consiguieron dar con la clave del co´digo gene´tico [10] con la ayuda de la
polinucleo´tido fosforilasa descubierta anteriormente por Severo Ochoa [7]. El co´digo fue completado
poco despue´s por Nirenberg, Leder [9] y Khorana [8]. El descubrimiento de que 3 nucleo´tidos de
DNA codificaban para la s´ıntesis de 1 aminoa´cido fue un descubrimiento que revoluciono´ la ciencia.
Actualmente comparando una secuencia de RNA y la secuencia de la prote´ına codificada ser´ıa muy
sencillo descifrar el co´digo gene´tico y ver que 3 nucleo´tidos codifican 1 aminoa´cido, pero hace 50 an˜os
no exist´ıan dichas secuencias y llegaba a ser una tarea muy compleja, incluso filoso´fica. Finalmente,
el me´todo cla´sico de secuenciacio´n de DNA que ha permitido conocer la secuencia de miles de genes
y proteinas fue desarrollado por Sanger en 1975 [12] hasta la llegada hace pocos an˜os de las nuevas
tecnolog´ıas de secuenciacio´n que permiten secuenciar genomas eucariotas completos en unas horas.
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1.1. Genes y prote´ınas
Un gen es una secuencia de nucleo´tidos en la mole´cula de DNA (o RNA, en el caso de algunos virus)
que contiene la informacio´n necesaria para que a trave´s de una cascada de procesos biolo´gicos se
culmine la s´ıntesis de una macromole´cula con funcio´n celular espec´ıfica, habitualmente prote´ınas
pero tambie´n mRNA, rRNA y tRNA1. En el genoma humano se estiman pocos ma´s de 20000 genes,
siendo su secuencia codificante de prote´ınas so´lo un 1.5% de la longitud total del genoma [5]. Si
pensamos que hasta hace pocos an˜os todos los estudios se centraban en genes y prote´ınas, podemos
concluir que conocemos muy poco acerca de nuestro genoma.
Volviendo al dogma fundamental de la biolog´ıa “un gen, una prote´ına”, podemos describir los 3
procesos biolo´gicos que permiten la s´ıntesis de una prote´ına a partir de la informacio´n contenida en
un gen en organismos eucariotas:
Transcripcio´n: Consiste en la s´ıntesis de RNA a partir de una cadena molde de DNA geno´mi-
co mediante la enzima RNA polimerasa, el RNA sintentizado se denomina mRNA o RNA
mensajero.
Splicing (o ajuste): El mRNA tras la transcripcio´n es cortado y empalmado de forma que se
eliminan secuencias llamadas intrones y se conservan secuencias llamadas exones (el splicing
no sucede en procariotas).
Traduccio´n: Es el proceso durante el cual un mRNA maduro se usa de molde para sintetizar
prote´ınas. Se lleva a cabo en los ribosomas, donde por cada 3 nucleo´tidos en el RNA (codo´n)
se an˜ade un aminoa´cido a la prote´ına que se sintetiza.
Los tres procesos esta´n esquematizados en la Figura 1.1. Como se puede observar, en el proceso
de splicing el pre-RNA pierde parte de la secuencia original del DNA (los intrones), conservando
los exones, y en la traduccio´n parte de los extremos del mRNA no se traducen a prote´ına (UTR
o regio´n no traducida). La complejidad de estos procesos, as´ı como la variedad de combinaciones
posibles nos hace distinguir en las bases de datos diferentes tipos de secuencias:
DNA geno´mico: DNA tal y como se encuentra en el cromosoma o material gene´tico objeto de
estudio y que se replica de una generacio´n a la siguiente.
Gen: Consiste habitualmente, como ya se ha explicado, en una pequen˜a parte del DNA geno´mi-
co que tiene la particularidad de poder ser transcrito a mRNA para sintetizar posteriormente
una prote´ına.
Promotor : Secuencia de DNA que no se transcribe y que precede a un gen facilitando el
acoplamiento de factores de transcripcio´n y otras prote´ınas fundamentales para el inicio de la
transcripcio´n.
cDNA (o DNA complementario): Es la secuencia de mRNA maduro (sin intrones) en forma
de DNA (en la secuencia so´lo cambia la letra U por la T). Estas cadenas de DNA se sintetizan
a partir del RNA mediante las enzimas transcriptasa reversa y DNA polimerasa. Se suele
utilizar para la secuenciacio´n y clonacio´n de genes.
EST (o marcador de sequencia expresada): Es una sub-secuencia de un cDNA. Se pueden usar
para identificar genes que se transcriben y en secuenciacio´n y descubrimiento de genes.
1Definicio´n modificada de Wikipedia. http://es.wikipedia.org/wiki/Gen
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Figura 1.1: Esquema de los procesos de transcripcio´n, splicing y traduccio´n que conducen a la
s´ıntesis de una prote´ına a partir de una secuencia ge´nica de DNA.
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CDS (secuencia codificante): Consiste en la parte de un gen que codifica una prote´ına. Es
la secuencia de cDNA formada por exones y comprendida entre las UTRs o regiones no
traducidas.
ORF (omarco abierto de lectura): A veces no se conoce do´nde comienzan y terminan las UTRs
y no es posible asignar una CDS a un gen. En estos casos se predicen una o varias secuencias
ORFs entre los supuestos inicios y finales de la traduccio´n. Frecuentemente se confunde ORF
con CDS, sin embargo la CDS real formara´ parte de una de las ORFs predichas.
Prote´ına: Una prote´ına puede estar formada por varias cadenas pept´ıdicas, pero vulgarmente
se define como prote´ına a la secuencia de aminoa´cidos de un pe´ptido fruto de la traduccio´n
del mRNA maduro.
1.2. Estructura primaria de DNA y RNA
El DNA o a´cido desoxirribounucleico y el RNA o a´cido ribonucleico son pol´ımeros compuestos por
unidades repetidas llamadas nucleo´tidos. Cada nucleo´tido esta´ compuesto de una base nitrogenada,
un azu´car de 5 carbonos que puede ser ribosa o 2-desoxiribosa y un grupo fosfato (Figura 1.2A).
En los extremos del nucleo´tido quedan un grupo fosfato unido a la posicio´n 5’ del azu´car y un
grupo OH en posicio´n 3’ del azu´car (Figura 1.2A), dichos extremos determinan la direccio´n de la
secuencia, generalmente en biolog´ıa se trabaja con las secuencias en direccio´n 5′ → 3′.
Figura 1.2: A: Estructura de un nucleo´tido. B: Letra, nombre y fo´rmula de las bases nitrogenadas.
Las bases nitrogenadas que conforman los nucleo´tidos pueden ser de dos tipos: pu´ricas y pirimid´ınicas
segu´n sea el anillo de purina o el de pirimidina el nu´cleo de su estructura. Tanto en DNA como en
RNA esta´n presentes las bases pu´ricas llamadas adenina (A) y guanina (G) y la base pirimid´ınica
citosina (C) (Figura 1.2B). Existe otra base pirimid´ınica denominada timina (T) que so´lo conforma
el DNA y que su equivalente en el RNA es el uracilo (Figura 1.2B). La particularidad de estas
bases es que pueden formar enlaces de hidro´geno intermoleculares entre adenina y timina y entre
guanina y citosina. Estas interaciones intermoleculares permiten al DNA formar una estructura de
doble he´lice formada por dos cadenas sencillas enroscadas en direcciones opuestas (antiparalelas,
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una en direccio´n 5′ → 3′ y otra 3′ → 5′’) donde las bases nitrogenadas se encuentran en el interior
formando enlaces de hidro´geno entre pares A-T y G-C. Debido a la estructura de doble cadena,
cuando hacemos referencia al taman˜o de una doble he´lice de DNA solemos hablar de pares de bases,
as´ı el genoma humano tiene un taman˜o aproximado de 3200 millones de pares de bases. El RNA
tambie´n puede formar apareamientos de bases pero tiene generalmente estructura monocatenaria.
Cada nucleo´tido segu´n la base nitrogenada que lo compone se designa con la letra asignada a dicha
base (Figura 1.2B) y la estructura polime´rica se representa con una succesio´n de letras en sentido
5′ → 3′ denominada estructura primaria, ver ejemplo en la Figura 1.3. Tambie´n existen letras para
designar combinaciones de varias bases en una determinada posicio´n de la secuencia2, a utilizar por






Figura 1.3: Ejemplo de secuencia de la ORF (cDNA) del gen precursor de la insulina humana
(INS).
1.3. El co´digo gene´tico
El co´digo gene´tico es el conjunto de reglas que permite a las ce´lulas traducir la informacio´n del
material gene´tico (DNA o mRNA) en aminoa´cidos constituyentes de las prote´ınas. Como ya se
ha mencionado, los genes se dividen en secuencias de 3 nucleo´tidos llamadas codones y cada codo´n
codifica para un aminoa´cido en la traduccio´n a prote´ına del mRNA. El co´digo gene´tico representado
en la Tabla 1.1 es universal, aunque tiene excepciones en diferentes organismos y orga´nulos celulares.
Tres caracter´ısticas fundamentales del co´digo gene´tico son:
Es un co´digo degenerado: varios codones pueden codificar el mismo aminoa´cido, por ejemplo
el aminoa´cido serina es codificado por 6 codones, glicina por 4, sin embargo metionina so´lo es
codificado por 1 codo´n. La degeneracio´n del co´digo permite que determinadas mutaciones en
el DNA no causen modificaciones en las prote´ınas codificadas.
Codones de inicio y parada: segu´n el organismo determinados codones indican el comienzo
y final de la traduccio´n. El codo´n de inicio ma´s habitual es AUG que codifica metionina,
mientras que los que la finalizan son: UAA, UAG, UGA.
Marco de lectura: una secuencia de DNA o mRNA debe ser le´ıda de 3 en 3 nucleo´tidos en el
orden correcto, dicho orden se denomina marco de lectura. Una doble he´lice de DNA contine
6 posibles marcos de lectura (3 para cada cadena) por ello es muy importante conocer cua´l es
el que dara´ como resultado la secuencia proteica adecuada.
En el ejemplo de la Figura 1.4 se pueden observar los codones, el marco de lectura y los aminoa´cidos
que codifican en el gen de la insulina humana. La conversio´n de secuencias de DNA a prote´ına en
2Co´digos IUPAC para nucle´otidos y aminoa´cidos. http://www.bioinformatics.org/sms/iupac.html
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los tres marcos de lectura y de prote´ına a DNA se puede realizar con numerosas herramientas
disponibles online3.
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GUG GGG GAG GGG G
Tabla 1.1: Co´digo gene´tico representado por tripletes de bases y los aminoa´cidos que codifican.
atggccctgtggatgcgcctcctgcccctgctggcgctgctggccctctggggacctgacccagcc
M A L W M R L L P L L A L L A L W G P D P A
gcagcctttgtgaaccaacacctgtgcggctcacacctggtggaagctctctacctagtgtgcggg
A A F V N Q H L C G S H L V E A L Y L V C G
gaacgaggcttcttctacacacccaagacccgccgggaggcagaggacctgcaggtggggcaggtg
E R G F F Y T P K T R R E A E D L Q V G Q V
gagctgggcgggggccctggtgcaggcagcctgcagcccttggccctggaggggtccctgcagaag
E L G G G P G A G S L Q P L A L E G S L Q K
cgtggcattgtggaacaatgctgtaccagcatctgctccctctaccagctggagaactactgcaac
R G I V E Q C C T S I C S L Y Q L E N Y C N
Figura 1.4: Traduccio´n del ORF de la insulina humana mostrada en la Figura 1.3 a su secuencia
proteica de la Figura 1.11 mostrando el aminoa´cido codificado por cada codo´n.
3Herramientas de traduccio´n de secuencias en la pa´gina web del EMBL-EBI. http://www.ebi.ac.uk/Tools/
st/
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1.4. Aminoa´cidos y enlace pept´ıdico
1.4.1. Aminoa´cidos
Las prote´ınas esta´n compuestas por uno o ma´s polipe´ptidos. Cada polipe´ptido es un pol´ımero for-
mado por aminoa´cidos unidos entre s´ı mediante enlaces pept´ıdicos. Un aminoa´cido es un compuesto
qu´ımico que cuenta con un grupo amino (-NH2) de cara´cter ba´sico y un grupo carboxilo (-COOH) de
cara´cter a´cido unidos a un mismo carbono llamado carbono alfa (Cα) que adema´s une un hidro´geno
y una cadena lateral variable (-R) que distingue cada uno de los 20 aminoa´cidos presentes en los
seres vivos (Figura 1.5). La glicina es el aminoa´cido ma´s simple y pequen˜o donde el grupo R es un
hidro´geno (H).
Figura 1.5: Estructura general de los α-aminoa´cidos que forman las prote´ınas. El carbono α (Cα)
tiene cuatro sustituyentes: un a´tomo de hidro´geno (H), un grupo carboxilo (-COOH), un grupo
amino (-NH2), y un grupo R que es diferente en cada uno de los aminoa´cidos. Los grupos amino y
carboxilo se representan en su forma ionizada predominante a pH neutro.
Los aminoa´cidos tienen un papel central como elementos constitutivos de las prote´ınas pero tambie´n
juegan un importante papel como intermediarios en el metabolismo celular. Los humanos producimos
10 de los 20 aminoa´cidos que forman las prote´ınas, los otros 10 deben ser adquiridos a trave´s de
la alimentacio´n. Esto es debido a que no tenemos los enzimas requeridos para la bios´ıntesis de
todos los aminoa´cidos. Los 10 aminoa´cidos que podemos producir son alanina, asparagina, a´cido
aspa´rtico (aspartato), cisteina, a´cido glutamico (glutamato), glutamina, glicina, prolina, serina y
tirosina. La tirosina se produce a partir de la fenilalanina. Si la dieta es deficiente en fenilalanina
debe ser adquirida tambie´n. Las plantas son capaces de sintetizar todos los aminoa´cidos.
Los aminoa´cidos se suelen clasificar en grupos atendiendo a las propiedades fisicoqu´ımicas de las
cadenas laterales. Es importante sen˜alar, que cualquier clasificacio´n ordena y organiza los elementos
de un conjunto segu´n unas reglas, de forma que facilite y simplifique el estudio. Por tanto, podemos
encontrarnos clasificaciones que difieren ligeramente en el criterio de clasificacio´n y agrupan los
aminoa´cidos de distintas maneras (ej. polaridad, pH, tipo de grupo en la cadena lateral, etc.). Lo
importante, por tanto, es conocer la estructura y propiedades de cada uno de ellos.
Los 20 aminoa´cidos mayoritarios se pueden clasificar de acuerdo a la estructura y propiedades
f´ısico-qu´ımicas de su cadena lateral en 4 grupos (Figura 1.6):
Neutros apolares : cadenas con residuos poco polares que repelen a las mole´culas de agua
(hidrofo´bicas), son: glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, metionina, prolina, fenilalanina
y tripto´fano.
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Neutros polares : cadenas con residuos polares e hidro´filos que pueden formar interaciones
de´biles con mole´culas de agua, son: serina, treonina, ciste´ına, tirosina, asparagina y glutamina.
A´cidos : cadenas con residuos a´cidos cargados negativamente a pH fisiolo´gico, capaces de pro-
tonar mole´culas de agua y disminuir el pH, son: a´cido aspa´rtico y a´cido gluta´mico.
Ba´sicos : cadenas con residuos ba´sicos cargados positivamente a pH fisiolo´gico, capaces de
‘robar’ protones a las mole´culas de agua y aumentar el pH, son: lisina, arginina e histidina.
Tambie´n se puede distinguir otro grupo, los aroma´ticos, que son aminoa´cidos ya clasificados en las
categor´ıas anteriores que contienen en su cadena lateral un anillo aroma´tico: fenilalanina, tirosina
y tripto´fano.
Las propiedades f´ısico-qu´ımicas de los aminoa´cidos no so´lo determinan su actividad biolo´gica sino
tambie´n el plegamiento de la prote´ına en una estructura tridimensional y la estabilidad de la es-
tructura resultante. Algunas propiedades tambie´n ayudan a la caracterizacio´n bioqu´ımica de las
prote´ınas. Por ejemplo, los aminoa´cidos aroma´ticos son los responsables de la absorbancia a 280
nm, t´ıpica de las prote´ınas. Con la medida de la absorbancia a esta longitud de onda obtenida en un
espectrofoto´metro se puede determinar, de forma no destructiva, la concentracio´n de una disolucio´n
prote´ıca. A continuacio´n haremos un repaso de las propiedades particulares de cada uno de los 20
aminoa´cidos esenciales ordenados alfabe´ticamente.
Alanina (Ala, A): es una mole´cula hidrofo´bica ambivalente, es decir, puede encontrarse tanto
en el interior como en el exterior de una prote´ına. El Cα de la alanina es o´pticamente activo,
pero en prote´ınas so´lo se encuentra el iso´mero L. Tiene como cadena lateral un grupo metilo (-
CH3) y se utiliza como referencia para determinar las propiedades de los dema´s aminoa´cidos,
que pueden considerarse derivados de e´l. Al ser apolar no participa en ningu´n mecanismo
catal´ıtico por lo que su funcio´n es meramente estructural. La alanina es un α-aminoa´cido
ana´logo al α-cetopiruvato, un intermediario en el metabolismo de los azu´cares, por lo que
alanina y piruvato son intercambiables por una reaccio´n de transaminacio´n.
Arginina (Arg, R): tiene un grupo guanidinio que capta protones y esta´ cargado positivamente
a pH neutro. Puede unir anio´n fosfato y a menudo se encuentra en los centros activos de las
prote´ınas que unen sustratos fosforilados. Como catio´n, la arginina, as´ı como la lisina, tiene
un papel importante en el mantenimiento del balance de cargas de una prote´ına. La arginina
tiene adema´s un papel importante en el metabolismo del nitro´geno. En el co´digo gene´tico hay
6 codones para arginina. Sin embargo, aunque este elevado nu´mero de codones generalmente
se asocia con una alta frecuencia del aminoa´cido en la secuencia de prote´ınas, la arginina es
uno de los aminoa´cidos menos frecuentes. Esta discrepancia entre su frecuencia y el nu´mero
de codones es mayor para arginina que para otros aminoa´cidos.
Asparagina (Arg, N): es la amida del a´cido aspa´rtico. El grupo amida no soporta una carga
formal bajo ninguna condicio´n de pH biolo´gicamente relevante, por lo que se mantiene neutro
a pHs fisiolo´gicos. El grupo amida se hidroliza fa´cilmente convirte´ndose la asparagina en a´cido
aspa´rtico. Esta reaccio´n se considera que esta´ relacionada con las bases del envejecimiento. La
asparagina suele formar puentes de hidro´geno dado que el grupo amida puede aceptar y donar
dos hidro´genos. Se suele encontrar tanto en la superficie como en el interior de las prote´ınas.
La asparagina es un sitio frecuente de unio´n de carbohidratos en glicoprote´ınas.
A´cido aspa´rtico (o aspartato, Asp, D): es uno de los dos a´cidos, junto al a´cido gluta´mico (o
glutamato), que tienen una funcio´n importante en los centros activos de los enzimas, adema´s de
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Figura 1.6: Fo´rmulas y nomenclatura de los 20 aminoa´cidos.
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mantener la solubilidad y el cara´cter io´nico de las prote´ınas. El pKa del grupo β-carbox´ılico del
a´cido aspa´rtico es ≈ 4,0. Participa en mecanismos de cata´lisis a´cido/base. El a´cido aspa´rtico
es homo´logo al oxaloacetato, de igual modo que el piruvato lo es de la alanina. As´ı, el a´cido
aspa´rtico y el oxaloacetato son interconvertibles por una simple reaccio´n de transaminacio´n.
Ciste´ına (Cys, C): es uno de los dos aminoa´cidos que contienen a´tomos de azufre; el otro es la
metionina (Met, M). La ciste´ına difiere de la serina en un a´tomo de azufre (S) en el grupo tiol
que sustituye al ox´ıgeno (O) del alcohol. Si no esta´ ionizada no es tan polar como la serina o la
treonina. Es de resaltar que la ciste´ına y la serina son mucho ma´s diferentes en sus propiedades
fisico-qu´ımicas que lo que sugiere su similitud molecular. Por ejemplo, el proto´n del grupo tiol
(-SH) de la ciste´ına es mucho ma´s a´cido que el proto´n del grupo hidroxilo (-OH) de la serina,
lo que hace que el primero sea ma´s reactivo que el segundo. La ciste´ına se puede oxidar y
condensarse con otra ciste´ına formando un puente disulfuro (-S-S-) (Figura 1.7) que tiene
cara´cter covalente y sirve para entrecuzar dos regiones de una prote´ına o dos subunidades de
un complejo prote´ıco y mantener una conformacio´n estable. El ambiente dentro de la ce´lula es
demasiado reductor para formar puentes disulfuros pero en el espacio extracelular los puentes
disulfuro se pueden formar y estabilizar muchas prote´ınas.
Figura 1.7: Puente disulfuro entre dos residuos de ciste´ına. La oxidacio´n de dos ciste´ınas pro´ximas
y con orientacio´n adecuada ocurre de forma esponta´nea dando lugar a un enlace covalente entre
dos a´tomos de azufre (S). En ocasiones dos ciste´ınas unidas por un puente disulfuro se denomina
cistina.
A´cido gluta´mico (o glutamato, Glu, E): tiene un grupo metileno adicional en su cadena lateral
comparado con el a´cido aspa´rtico, y se denomina grupo carbox´ılico γ. Su pKa es 4,3, signifi-
cativamente ma´s alto que el del a´cido aspa´rtico. Esto es debido al efecto inductivo del grupo
metileno adicional. El a´cido gluta´mico y el α-cetoglutarato, un intermediario en el ciclo de
Krebs, son interconvertibles por transaminacio´n. Por lo tanto, el a´cido gluta´mico puede entrar
en el ciclo de Krebs y ser convertido por la enzima glutamina sintetasa en glutamina, que jue-
ga un papel importante en el metabolismo del nitro´geno. Tambie´n es de resaltar que el a´cido
gluta´mico puede fa´cilmente convertirse en prolina. En un primer paso, el grupo carbox´ılico γ
se reduce a aldeh´ıdo, produciendo glutamato semialdeh´ıdo que posteriormente reacciona con
el grupo α-amino, eliminando agua y formando una base de Schiff. En un segundo paso de
reduccio´n, la base de Schiff se reduce dando lugar a la prolina.
Glutamina (Gln, Q): es la amida del a´cido gluta´mico y se encuentra no cargada en todas las
condiciones biolo´gicas. El grupo metileno adicional en su cadena lateral, comparado con la as-
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paragina le permite en su forma libre o como N-terminal de la cadena prote´ıca esponta´neamen-
te ciclar y formar una estructura de anillo de pirrolidona que se encuentra en el N-terminal de
muchas inmunoglobulinas. Este detalle dificulta la determinacio´n de la secuencia de aminoa´ci-
dos en experimentos de secuenciacio´n.
Glicina (Gly, G): es el ma´s pequen˜o de los aminoa´cidos. Su cadena lateral R es un a´tomo de
hidro´geno, por lo que dos de los cuatro sustituyentes del Cα son iguales y no presenta isomer´ıa
o´ptica. Es el aminoa´cido que ma´s flexibilidad proporciona a las prote´ınas, pues su pequen˜o
taman˜o no obstaculiza el movimiento de los aminoa´cidos que lo flanquean. Es ambivalente, es
decir, se puede encontrar tanto en la superficie como en el interior de las prote´ınas.
Histidina (His, H): tiene un grupo imidazol en su cadena lateral R que es capaz de captar
protones y tener carga positiva a pH neutro. Participa generalmente en reacciones catalizadas
por enzimas. La forma desprotonada del grupo imidazol tiene un cara´cter nucleof´ılico y actu´a
como base, mientras que la forma protonada actu´a como a´cido. La histidina tiene un papel
en la estabilidad del plegamiento de las prote´ınas.
Isoleucina (Ile, I): como su nombre indica es un iso´mero de la leucina, y junto a e´sta y la
valina es uno de los tres aminoa´cidos que tienen cadenas laterales R ramificadas. Generalmen-
te se intercambia con leucina y ocasionalmente con la valina. Las cadenas laterales de estos
aminoa´cidos no son reactivas y por lo tanto no participan en uniones covalentes y en la activi-
dad catal´ıtica de los centros activos de los enzimas. Sin embargo, estos aminoa´cidos confieren
cierta rigidez a las prote´ınas, debido a la presencia de un segundo carbono asime´trico en la
cadena lateral, que tiene siempre configuracio´n S. Estos aminoa´cidos tambie´n tienen relevan-
cia en la unio´n de ligandos en las prote´ınas y juegan un papel importante en la estabilidad de
las mismas. El Cβ de la isoleucina, al igual que el de la treonina, es o´pticamente activo y por
tanto ambos son centros quirales.
Leucina (Leu, L): al igual que la isoleucina y la valina, tiene una cadena lateral ramificada y
un grupo metileno (-CH2) adicional comparado con la valina. Tiene un cara´cter hidrofo´bico
y generalmente se encuentra en el interior de las prote´ınas.
Lisina (Lys, K): tiene un grupo -amino positivamente cargado. Ba´sicamente la lisina es una
alanina con un sustituyente propilamino en el carbono-β. El grupo -amino tiene un pKa
significativamente ma´s alto (ca. 10,5) que aquellos en grupos α-amino. El grupo -amino de la
lisina es muy reactivo y a menudo participa en las reacciones catal´ıticas de los centros activos
de los enzimas. La lisina a menudo se encuentra en el interior de las prote´ınas con so´lo el
grupo -amino expuesto al solvente.
Metionina (Met, M): es un tioe´ter que incluye un a´tomo de azufre (S) en la cadena lateral R. La
cadena lateral es muy hidrofo´bica y generalmente se encuentra en el interior de las prote´ınas.
Sus propiedades fisico-qu´ımicas esta´n ligadas al a´tomo de azufre; no tiene un cara´cter muy
nucleof´ılico aunque a veces reacciona con centros electrof´ılicos. De esta manera, aunque la
metionina se considera un aminoa´cido apolar el a´tomo de azufre (S) aparece ocasionalmente
implicado en reacciones bioqu´ımicas en algunas enzimas. El a´tomo de azufre en la metionina,
al igual que en la ciste´ına tiende a oxidarse. El primer paso da lugar a metionina sulfo´xido y
en un segundo paso irreversible se produce metionina sulfato. Esta reaccio´n se piensa que es
la causante del enfisema pulmonar en fumadores.
Fenilalanina (Phe, F): es un derivado de la alanina con un sustituyente fenilo en el Cβ. Es
muy hidrofo´bico, incluso la fenilalanina libre no es soluble en agua. Como dato curioso es de
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mencionar que Marshall Nirenberg y Phil Leder en 1964, cuando realizaban sus experimentos
para determinar el triplete del co´digo gene´tico que estaba asociado a cada aminoa´cido, encon-
traron que el producto del mensajero sinte´tico polyU, era insoluble. En aquellos momentos
no sab´ıan que ’UUU’ codifica a fenilalanina, pero poco despue´s de estos experimentos preci-
pitaron el producto formado en su mezcla; ya estaban en el camino de desentran˜ar el co´digo
gene´tico y las bases de la s´ıntesis de prote´ınas, y conseguir el Premio Nobel de Fisiolog´ıa y
Medicina en 1968.
Prolina (Pro, P): comparte muchas propiedades con los aminoa´cidos alifa´ticos. En sentido
estricto no es un aminoa´cido sino un iminoa´cido, pues la cadena lateral termina unie´ndose por
su extremo con el grupo α-amino. Por ello la prolina es particularmente r´ıgida y, adema´s, su
grupo amino, cuando forma parte de un enlace pept´ıdico no puede actuar como donador en
puentes de hidro´geno para estabilizar he´lices-α o la´minas-β. A menudo se dice que la prolina
no puede encontrarse en una he´lice-α. Cuando ello ocurre la he´lice tendra´ una leve curva
debido a la falta del enlace del hidro´geno.
Serina (Ser, S): difiere de la alanina en que uno de los hidro´genos del grupo metilo (-CH3)
es sustituido por un grupo hidroxilo (-OH). Es una mole´cula hidrof´ılica y suele encontrarse
en el centro catal´ıtico de muchos enzimas por la capacidad del grupo –OH de actuar como
nucleo´filo y atacar a grupos deficientes en electrones de otras mole´culas, promoviendo cambios
qu´ımicos como la hidro´lisis.
Treonina (Thr, T): es una mole´cula hidrof´ılica y al igual que la serina contiene un grupo
hidroxilo (-OH), pero difiere de ella en que tiene un sustituyente metilo (-CH3) en vez de un
hidro´geno en el Cβ. Tanto el Cα como el Cβ de la treonina son o´pticamente activos.
Tripto´fano (Trp, W): es el aminoa´cido de mayor taman˜o. Es un derivado de la alanina, pues
tiene un sustituyente indol en el Cβ. El grupo indol absorbe en el ultravioleta (UV) lejano.
La nube pi del anillo aroma´tico puede actuar como aceptor de puentes de hidro´geno y tam-
bie´n puede formar interacciones con grupos cargados positivamente (ej. cadenas laterales de
aminoa´cidos ba´sicos o ligandos catio´nicos).
Tirosina (Tyr, Y): es tambie´n un aminoa´cido aroma´tico derivado de la fenilalanina por una
hidroxilacio´n en la posicio´n para. Aunque la tirosina tiene cara´cter hidrofo´bico debido a su
anillo aroma´tico, es significativamente ma´s soluble que la fenilalanina y se considera polar y
protonable. El hidroxilo del grupo feno´lico es ma´s a´cido que el hidroxilo alifa´tico de la serina o
la treonina, teniendo un pKa de ca. 9,8. Al igual que todos los grupos ionizables el pKa preciso
depende del ambiente donde se encuentre la prote´ına. Las tirosinas que se encuentran en la
superficie de las prote´ınas generalmente tienen un pKa ma´s bajo que las que se encuentran en
el interior. La ionizacio´n de la tirosina da lugar al anio´n fenolato que puede ser inestable en
el interior hidrofo´bico de una prote´ına. La tirosina absorbe la radiacio´n UV y contribuye a la
absorbancia espectral de las prote´ınas al igual que lo hacen los dema´s aminoa´cidos aroma´ticos
(tripto´fano y fenilalanina). Sin embargo, su contribucio´n es menor, el coeficiente de extincio´n
de la tirosina es ca. 1/5 que el del tripto´fano a 280 nm. El tripto´fano es el que ma´s contribuye
a la absorbancia en el UV en las prote´ınas (dependiendo del nu´mero de residuos que haya en
la secuencia).
Valina (Val, V): es una mole´cula hidrofo´bica y se encuentra en el interior de las prote´ınas. Al
igual que isoleucina confiere cierta rigidez a las prote´ınas al presentar una ramificacio´n de la
cadena lateral del Cβ. Los electrones pi del anillo de fenilo favorecen el apilamiento con otras
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mole´culas aroma´ticas y a menudo lo hacen en regiones enterradas de las prote´ınas, an˜adiendo
estabilidad a la estructura. Es de sen˜alar que la valina y la treonina tienen una estructura y
volumen similar por lo que es dif´ıcil, incluso a alta resolucio´n distinguirlas.
1.4.2. Enlace pept´ıdico
El enlace pept´ıdico une dos aminoa´cidos mediante la condensacio´n del grupo amino y el grupo
carboxilo para formar una amida (RA-NH-CO-RB) (Figura 1.8). De esta forma, en los extremos de
los pe´ptidos quedan un residuo amino y otro carboxilo que sera´n los u´nicos que no formen enlaces
pept´ıdicos. Por convenio los pe´ptidos se escriben y representan con el extremo N-terminal a la
izquierda y el extremo C-terminal a la derecha.
Figura 1.8: Formacio´n de un enlace pept´ıdico entre dos aminoa´cidos.
Todos los aminoa´cidos tienen un grupo a´cido y un grupo amino ionizables. Sin embargo, para
comprender el comportamiento en solucio´n de las prote´ınas hay que considerar que ambos grupos
desparecen cuando se forma el enlace pept´ıdico entre el grupo carbox´ılico (-COOH) de un aminoa´ci-
do y el grupo amino (-NH2) del aminoa´cido adyacente, y se polimerizan para formar las prote´ınas
en el ribosoma. So´lo los grupos carbox´ılico y amino que ocupan los extremos de la cadena protei-
ca quedan libres. Pero a pesar de ello, las prote´ınas presentan numerosos grupos cargados en las
cadenas laterales R que son ionizables. Estos aminoa´cidos hacen que sea posible la solubilidad en
agua de muchas prote´ınas. Las curvas de titulacio´n de los aminoa´cidos ayudan a comprender co´mo
var´ıa su carga en funcio´n del pH. Para los aminoa´cidos ionizables, el punto isoele´ctrico es la media
aritme´tica, aproximadamente de los pKa que delimitan el intervalo de pH en que predomina la
forma del aminoa´cido sin carga neta.
El enlace pept´ıdico es un enlace covalente de tipo amida resultado de una reaccio´n de condensacio´n
con la pe´rdida de una mole´cula de H2O. La condensacio´n no es esponta´nea, al tener lugar en un
disolvente acuoso, por lo que requiere aporte de energ´ıa. El enlace pept´ıdico puede romperse por
hidro´lisis (adicio´n de una mole´cula de agua) liberando 8–16 kJ/mol (2–4 kcal/mol) de energ´ıa libre.
Este proceso es muy lento y es facilitado por los enzimas. La longitud de onda de absorbancia
del enlace pept´ıdico es 190–230 nm lo que hace que sea particularmente sensible a la radiacio´n
UV. El enlace pept´ıdico presenta cierto cara´cter de enlace doble que determina gran parte de las
propiedades conformacionales de las prote´ınas. La mayor´ıa de los enlaces pept´ıdicos de las prote´ınas
son de isomer´ıa trans. La forma trans es la de menor energ´ıa, situ´a a los sustituyentes voluminosos
(Cα con las cadenas laterales) ma´s alejados y por tanto con menor conflicto este´rico.
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1.4.3. A´ngulos de torsio´n y diagrama de Ramachandran
El enlace pept´ıdico introduce restricciones que limitan las conformaciones que puede adoptar un
polipe´ptido o prote´ına. La flexibilidad de estos depende del nu´mero de sus enlaces que permiten
rotaciones de una parte de la mole´cula respecto al resto. Debido a su cara´cter de doble enlace
la rotacio´n completa no esta´ permitida por lo que la rotacio´n en torno al enlace pept´ıdico (ω)
so´lo puede tener los valores 0æ(conformacio´n cis) y 180æ(conformacio´n trans). Cualquier otro valor
ser´ıa desestabilizante. Los a´ngulos de torsio´n, tambie´n conocidos como a´ngulos de Ramachandran,
describen las rotaciones del esqueleto de la cadena polipept´ıdica alrededor de los enlaces entre N
y Cα (ver Figura 1.9. El a´ngulo Phi (ϕ) esta´ definido por los a´tomos C-N-Cα-C (C es el carbono
carbonilo) y Cα–C, y el a´ngulo Psi (ψ) esta´ definido por los a´tomos N-Cα-C-N. Los a´ngulos ϕ y ψ
de un aminoa´cido esta´n restringidos por repulsiones este´ricas.
Figura 1.9: A´ngulos de torsio´n en una cadena polipept´ıdica. Los a´ngulos de torsio´n son a´ngulos
dihedros definidos por cuatro puntos en el espacio. Los a´ngulos Phi (ϕ) y Psi (ψ) describen la
rotacio´n de la cadena alrededor de los enlaces a ambos lados del a´tomo Cα 4.
El diagrama de Ramachandran es una sencilla representacio´n de la distribucio´n de los a´ngulos de
torsio´n en la estructura de una prote´ına. Existen mayoritariamente dos zonas de a´ngulos ϕ y ψ
permitidos, ambas con valores negativos del a´ngulo ϕ, y que se diferencian por el valor positivo o
negativo del a´ngulo ψ. Cada punto (ϕ, ψ) en el diagrama representa a un aminoa´cido de la cadena
polipept´ıdica (ver ejemplo en Figura 1.10).
El diagrama de Ramachandran permite tener una visio´n de las regiones de torsio´n que esta´n per-
mitidas y no permitidas, y por tanto de la flexibilidad de una regio´n para adoptar un determinado
plegamiento. No todas las parejas de a´ngulos son posibles dentro de las estructuras de los pe´ptidos
y prote´ınas, debido a los efectos este´ricos entre los residuos (cadenas laterales) de los aminoa´cidos.
Por tanto, el conocer los valores de los a´ngulos de torsio´n nos sirve como indicador de la calidad de la
estructura 3D de una prote´ına. Los a´ngulos de torsio´n son uno de los para´metros estructurales ma´s
importantes que controlan el plegamiento de una prote´ına. Si somos capaces de predecir los a´ngulos





1.5. NIVELES ESTRUCTURALES EN PROTEI´NAS 15
de Ramachandran de una prote´ına ser´ıamos capaces de predecir su plegamiento y su estructura
secundaria. Esto es as´ı porque el tercer posible a´ngulo de torsio´n dentro de una prote´ına (omega,
ω) esta´ pra´cticamente fijo a 180æ, debido al cara´cter parcial de doble enlace del enlace pept´ıdico,
que restringe la rotacio´n alrededor del enlace C–N y coloca dos Cα contiguos y C, O, N e H entre
ellos en un plano. Cuando la estructura de rayos X de una prote´ına no esta´ adecuadamente refinada
podemos encontrar a´ngulos de torsio´n en regiones no permitidas del diagrama de Ramachandran.
En estos casos este tipo de desviaciones nos indica problemas con la estructura resultante de nuestro
modelo o nuestra determinacio´n.
El diagrama de Ramachandran tambie´n nos puede dar informacio´n sobre los diferentes elementos
de estructura secundaria que componen la estructura 3D. En una estructura proteica se pueden
distinguir regiones en las que los Cα de varios residuos consecutivos adoptan a´ngulos ϕ y ψ simi-
lares, hecho que hace que en estas regiones se encuentren disposiciones perio´dicas de sus unidades
pept´ıdicas. Estos elementos se pueden distinguir por el rango de valores de los a´ngulos ϕ and ψ.
Las dos disposiciones perio´dicas tienen forma de he´lice (he´lice α) o de cadena extendida (la´mina β).
Las he´lices α presentan valores promedio en el rango de ϕ -57æy ψ -47æ, y las la´minas β en el rango
de ϕ -130æy ψ +140æ. Cuando los a´ngulos de varios aminoa´cidos consecutivos se reparten entre las
dos regiones no se forma una estructura secundaria. En estos casos se forma un bucle el que el
polipe´ptido puede cambiar de direccio´n. Para adquirir estabilidad y generar complejas superficies
de interaccio´n las prote´ınas tienen regiones que carecen de la repeticio´n de valores ϕ y ψ, carac-
ter´ısticos de las he´lices α y la´minas β, estas regiones se denominan bucles. Los bucles ma´s cortos se
denominan giros reversos y esta´n formados por so´lo cuatro aminoa´cidos. En los giros abundan las
glicinas.
Figura 1.10: Diagrama de Ramachandran del citocromo b5 (PDB 3b5c). En esta estructura refinada
so´lo los residuos de glicina se encuentran fuera de los regiones permitidas (pol´ıgonos con l´ınea verde).
1.5. Niveles estructurales en prote´ınas
Para describir, analizar y comprender la estructura de las prote´ınas se han definido varios niveles
de complejidad ordenados jera´rquicamente. De esta manera las prote´ınas tienen cuatro niveles
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estructurales: i) estructura primaria, que corresponde a la secuencia de aminoa´cidos; ii) estructura
secundaria, que se refiere a las disposiciones particulares estables de los aminoa´cidos, que dan lugar a
patrones estructurales repetidos; iii) estructura terciaria, que describe la disposicio´n tridimensional
global de todos los a´tomos de una prote´ına; iv) estructura cuaternaria, que describe la disposicio´n
espacial de las subunidades polipept´ıdicas que componen una prote´ına.
1.5.1. Estructura primaria
Se define como estructura primaria de una prote´ına a las secuencias ordenadas de aminoa´cidos de
los pe´ptidos que la constituyen. A los aminoa´cidos dentro de un pe´ptido o prote´ına tambie´n se les
denomina residuos. Al igual que en el caso del DNA y el RNA, la secuencia proteica se representa
con letras, en este caso con 20, una para cada aminoa´cido (Figura 1.6). Para facilitar la lectura
tambie´n es muy comu´n representar los residuos con secuencias de tres letras. El primer aminoa´cido
por la izquierda representara´ el residuo N-terminal y el u´ltimo por la derecha el C-terminal. El
pe´ptido representado se correspondera´ con el pe´ptido codificado por una secuencia de mRNA o
cDNA en sentido 5′ → 3′ (provenientes de una hebra molde de DNA geno´mico transcrita en sentido
3′ → 5′’), ver ejemplo en la Figura 1.11.
NH2-MALWMRLLPLLALLALWGPDPAAAFVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKTRR
EAEDLQVGQVELGGGPGAGSLQPLALEGSLQKRGIVEQCCTSICSLYQLENYCN-COOH
Figura 1.11: Ejemplo de secuencia de la pre-insulina humana (INS) tal y como se traduce del
cDNA mostrado en la Figura 1.3, antes de sufrir modificaciones post-traduccionales para formar la
insulina activa.
Adema´s de la estructura primaria, se definen otros tres niveles estructurales en las prote´ınas que
sera´n explicados ma´s adelante en el cap´ıtulo: estructura secundaria, terciaria y cuaternaria. Los
pe´ptidos constituyentes de las prote´ınas se pliegan formando estructuras tridimensionales y se aso-
cian entre s´ı para formar prote´ınas totalmente funcionales. Una prote´ına no es activa en su forma
de cadena pept´ıdica lineal, e´sta requiere un determinado plegamiento tridimensional inducido por
las propiedades f´ısico-qu´ımicas de sus residuos y/o ayudado por prote´ınas y factores externos para
poder ejercer su funcio´n celular.
1.5.2. Estructura secundaria
Las prote´ınas naturales en disolucio´n no son estables en conformaciones extendidas. En un solvente
acuoso un polipe´ptido tiene muchos grupos capaces de formar puentes de hidro´geno y por tanto
de manera esponta´nea se forman elementos de estructura secundaria que se conectan entre s´ı por
lazos (loops) o por regiones intr´ınsecamente desordenadas o du´ctiles. De esta manera la estructura
secundaria se refiere a la conformacio´n local de ciertas regiones de un polipe´ptido, es decir a los
patrones de plegamiento regulares que adopta la cadena polipept´ıdica. Estos patrones son debidos
a los puentes de hidro´geno intramoleculares e intermoleculares que establecen los grupos amida.
La geometr´ıa que adopta la prote´ına esta´ directamente relacionada con la geometr´ıa molecular del
grupo amida. So´lo unas estructuras secundarias son estables y esta´n ampliamente distribuidas en
las prote´ınas: he´lices α y la´minas β. La estructura de he´lice es la disposicio´n ma´s sencilla que puede
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adoptar una cadena polipept´ıdica si tenemos en cuenta la rigidez de sus enlaces pept´ıdicos y la
libertad de rotacio´n de los dema´s enlaces. Pauling y Corey (1951) predijeron esta estructura en
base a ima´genes de rayos X llama´ndola he´lice α. En esta estructura el esqueleto polipept´ıdico se
encuentra compactamente enrrollado a lo largo del eje imaginario longitudinal de la mole´cula y de los
grupos R de los aminoa´cidos que sobresalen del esqueleto helicoidal. La he´lice esta´ estabilizada por
puentes de hidro´geno entre el grupo -NH de un aminoa´cido y el grupo –C=O del cuarto aminoa´cido
consecutivo. La unidad repetida es el giro de la he´lice. En cada giro se disponen 3,6 aminoa´cidos,
esto significa que hay un aminoa´cido cada 100 grados de rotacio´n (360æ/3,6) y que cada residuo se
traslada 1,5 A˚ a lo largo del eje longitudinal de la he´lice, dando lugar a una distancia vertical de 5.4
A˚ entre a´tomos estructuralmente equivalentes en un giro. En general, en las prote´ınas globulares
se observa que una cuarta parte de los aminoa´cidos se encuentran formando he´lices α aunque la
proporcio´n exacta var´ıa en cada prote´ına. Ver ejemplo de he´lice α en la Figura 1.12A
Figura 1.12: A. Estructura 3D de la leghemoglobina de Glycine max (soja, pdb 1BIN) a 2,2 A˚ de
resolucio´n. Esta hemo-prote´ına globular esta´ formada mayoritariamente por he´lices α. En la estruc-
tura se observa la presencia del grupo hemo como cofactor. B. Estructura 3D de la plastocianina de
Anabaena variabilis (pdb 2CJ3) a 1.7 A˚ de resolucio´n. Esta prote´ına esta´ formada mayoritariamente
por la´minas β. En la estructura se observa la presencia de un a´tomo de Cu como cofactor.
Sin embargo, no todos los polipe´ptidos pueden formar una he´lice α estable. Las interacciones entre
las cadenas laterales de los aminoa´cidos pueden estabilizar o desestabilizar la estructura (ej. una
cadena con muchos Glu no podra´ formar una he´lice α a pH 7,0 porque los grupos –COOH cargados
negativamente de los Glu adyacentes se repelen con mayor intensidad que la atraccio´n estabilizadora
de los puentes de hidro´geno). La presencia de Pro o Gly tambie´n restringe la formacio´n de he´lices
α. Existen cinco tipos de restricciones que afectan a la estabilidad de una he´lice α: i) la repulsio´n
o atraccio´n electrosta´tica entre aminoa´cidos consecutivos con grupos R cargados; ii) el volumen de
los grupos R adyacentes; iii) las interacciones de las cadenas laterales de aminoa´cidos separadas 3
o 4 aminoa´cidos; iv) la presencia de Pro y Gly; v) la interaccio´n entre aminoa´cidos en los extremos
de la he´lice y el dipolo ele´ctrico de la estructura.
La conformacio´n de la´mina β en la cadena polipept´ıdica se encuentra extendida en zigzag en lugar de
plegarse como una he´lice. Los segmentos individuales se mantienen unidos por puentes de hidro´geno
intermoleculares entre los grupos amida de dos segmentos separados. En este caso, los puentes de
hidro´geno no se forman entre aminoa´cidos adyacentes como en las he´lices α sino entre aminoa´cidos
de segmentos cercanos en la cadena polipept´ıdica. En algunos casos tambie´n pueden estar alejados.
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Los segmentos adyacentes de una la´mina β pueden tener una orientacio´n paralela o antiparalela. En
la orientacio´n paralela, la cadena polipept´ıdica interacciona con otra en la misma disposicio´n y en
las que la direccio´n N-C es la misma. En este caso la interaccio´n de varias cadenas da lugar a lo que
se llama hoja plegada paralela. En la orientacio´n antiparalela, las cadenas interaccionan de manera
que su polaridad es opuesta. En este caso la estructura que resulta es la hoja plegada antiparalela.
En el caso de la orientacio´n paralela el periodo de repeticio´n es ma´s corto (6,5 A˚), comparado
con la antiparalela (7 A˚), y los patrones de formacio´n de puentes de hidro´geno son diferentes. En
algunas estructuras densamente empaquetadas la presencia de ciertos aminoa´cidos esta´ limitada.
Por ejemplo, los grupos R de los aminoa´cidos de las superficies de contacto deben ser relativamente
pequen˜os. Ver ejemplo de la´mina β en la Figura 1.12B.
Otro elemento de estructura secundaria frecuente son los giros β. Estos son elementos de conexio´n
que unen segmentos sucesivos de he´lices α o la´minas β. A menudo en los giros β son frecuentes los
aminoa´cidos Gly y Pro. Esto es debido a que la Gly es pequen˜a y flexible, y la Pro adopta una
configuracio´n cis poco frecuente. Existen dos tipos de giros β, tipo I y tipo II.
Motivos estructurales
Los motivos estructurales o tambie´n llamados estructuras suprasecundarias o plegamientos cons-
tituyen un nivel superior a la estructura secundaria y se definen como la disposicio´n estable y la
conectividad entre distintos elementos de estructura secundaria. En una prote´ına las he´lices α y
la´minas β pueden estar conectadas entre s´ı y combinadas de diferentes maneras, aunque en la natu-
raleza estas posibilidades son limitadas. Los motivos conocidos van de simple a complejo y aparecen
a menudo como elementos repetidos o combinaciones. En general podemos distinguir cuatro tipos
de estructuras suprasecundarias: i) todo he´lices α (ej. cuatro he´lices α empaquetadas); ii) he´lice
α/la´mina β donde los segmentos esta´n alternados o entremezclados (ej. barril α/β); iii) he´lice α +
la´mina β donde los segmentos esta´n algo segregados; iv) todo la´minas β (ej. barril β).
El ana´lisis del plegamiento de una prote´ına nos puede revelar relaciones evolutivas que son dif´ıciles
de detectar al nivel de la secuencia polipept´ıdica (??). Esto puede ayudar a entender mejor la
funcio´n, la actividad biolo´gica o el papel en un determinado organismo. A la unidad funcional y
evolutiva se le denomina dominio, y en general se puede decir que a cada dominio le corresponde una
funcio´n molecular. Existen varias bases de datos de referencia para definir dominios de prote´ınas. Por
ejemplo, la base de datos Structural Classification Of Proteins5 (SCOP) organiza las prote´ınas con
estructura conocida y depositadas en la base de datos Protein Data Bank (ver Subseccio´n 1.7.1)
en base a criterios estructurales y evolutivos. Otra base de datos es Pfam6, que define familias
de secuencias o dominios en base a alineamientos mu´ltiples para facilitar su localizacio´n en otras
prote´ınas. La base de datos SUPERFAMILY7 contiene la anotacio´n estructural y funcional de todas
las prote´ınas y genomas. SUPERFAMILY asigna dominios en base a las definiciones de SCOP. Para
ma´s detalle consultar la ??.
1.5.3. Estructura terciaria
La estructura terciaria de una prote´ına es la disposicio´n espacial de todos sus a´tomos y esta´ deter-
minada por la secuencia de aminoa´cidos que la compone. Las interacciones de las cadenas laterales
5Structural Classification Of Proteins. http://scop2.mrc-lmb.cam.ac.uk
6Pfam Database. http://pfam.xfam.org
7SUPERFAMILY Database. http://supfam.org/SUPERFAMILY
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de los residuos de la prote´ına gu´ıan al polipe´ptido para formar una estructura compacta. Existen
cuatro tipos de interacciones que cooperan para la estabilizacio´n de la estructura terciaria de las
prote´ınas : i) puentes disulfuro; ii) interacciones hidrofo´bicas (fuerzas de van der Waals); iii) puentes
de hidro´geno; iv) interacciones io´nicas.
Los aminoa´cidos con cadenas laterales no polares tienden a localizarse en el interior de la prote´ına, en
donde se asocian con otros aminoa´cidos con cadenas laterales no polares para alcanzar la ma´xima
estabilidad posible. En general los aminoa´cidos polares tienden a encontrarse en la superficie de
las prote´ınas. Esta organizacio´n en general esta´ invertida en algunas prote´ınas de membrana que
forman poros o canales, en donde los aminoa´cidos con cadenas laterales no polares esta´n en contacto
con los l´ıpidos componentes de la bicapa lip´ıdica de la membrana y los aminoa´cidos polares esta´n
en el centro de la mole´cula formando el poro hidrof´ılico o canal. Dentro de estas interacciones
se encuentran las fuerzas de van der Waals. Los aminoa´cidos con cadenas laterales que contienen
a´tomos de hidro´geno unidos a a´tomos de ox´ıgeno o nitro´geno, como los grupos alcohol de serina
y treonina, pueden formar puentes de hidro´geno con a´tomos ricos en electrones, como el ox´ıgeno
del grupo carboxilo o el ox´ıgeno del grupo carbonilo del enlace pept´ıdico. La formacio´n de los
puentes de hidro´geno entre los grupos polares en la superficie de la prote´ına y el solvente acuoso
que la contiene, incrementa su estabilidad. Los aminoa´cidos con cadenas laterales que contienen
a´tomos de hidro´geno unidos a a´tomos de ox´ıgeno o nitro´geno, como los grupos alcohol de la serina
y treonina, pueden formar puentes de hidro´geno con a´tomos ricos en electrones, como el ox´ıgeno
del grupo carboxilo o bien el ox´ıgeno del grupo carbonilo del enlace pept´ıdico. La formacio´n de los
puentes de hidro´geno entre los grupos polares en la superficie de la prote´ına y el solvente acuoso
que la contiene, aumenta la estabilidad. Por otro lado, los grupos cargados negativamente que se
encuentran en las cadenas laterales de algunos aminoa´cidos como el grupo carboxilo en la cadena
lateral del aspartato o glutamato, pueden interaccionar con cadenas laterales cargadas positivamente
como el grupo  amino de la lisina.
1.5.4. Estructura cuaternaria
Las prote´ınas tambie´n pueden contener mu´ltiples subunidades polipept´ıdicas. Las estructuras cua-
ternarias de las prote´ınas comprenden desde d´ımeros sencillos hasta grandes complejos. Una pro-
te´ına con varias subunidades se conoce comomult´ımero o prote´ına multime´rica. Cuando un mult´ıme-
ro tiene so´lo unas pocas subunidades se denomina oligo´mero. Si un mult´ımero esta´ formado por va-
rias subunidades diferentes, la estructura global puede ser asime´trica y bastante compleja. En otros
casos los mult´ımeros pueden tener subunidades ide´nticas o grupos repetidos de subunidades no
ide´nticas dispuestos sime´tricamente. Muchas prote´ınas multime´ricas tienen funciones reguladoras.
En otros casos, subunidades diferentes pueden realizar funciones separadas aunque relacionadas,
tales como la cata´lisis y la regulacio´n.
1.6. Me´todos emp´ıricos para el estudio de macromole´culas
Existen diversos me´todos experimentales para estudiar la estructura de las biomole´culas a nivel
ato´mico. Fundamentalmente se utilizan las te´cnicas de difraccio´n de rayos X, resonancia magne´tica
nuclear y crio-microscop´ıa electro´nica de transmisio´n. La difraccio´n de rayos X precisa de la pre-
paracio´n de cristales de prote´ınas. A pesar de que la obtencio´n de cristales de prote´ına suele ser un
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proceso laborioso, e´sta es la te´cnica preferentemente utilizada para resolver estructuras de prote´ınas,
sobre todo las de gran taman˜o. La resonancia magne´tica nuclear (RMN) permite la resolucio´n de
prote´ınas en disolucio´n y de pequen˜o taman˜o, ya que las medidas experimentales son dif´ıciles o im-
posibles para mole´culas grandes. La crio-microscop´ıa electro´nica, como cualquier me´todo o´ptico, no
tiene suficiente resolucio´n para resolver a nivel ato´mico una estructura, pero puede proporcionarnos
una buena imagen de la disposicio´n subcelular de las mole´culas. La microscop´ıa de electrones es
eficaz para estructuras muy grandes, como supercomplejos de prote´ınas.
1.6.1. Cristalizacio´n
Para iniciar un proyecto de determinacio´n estructural mediante cristalograf´ıa y difraccio´n de rayos
X primero necesitamos cristalizar la prote´ına. Pero para ello antes debemos purificar la prote´ına
en una relativa gran cantidad (miligramos) y con una alta pureza y homogeneidad. La presencia
de agregados, diferentes oligo´meros o cierta inestabilidad en la prote´ına pueden dificultar su cris-
talizacio´n. Estos detalles son cr´ıticos para que la cristalizacio´n sea un e´xito. Para evaluar estos
posibles problemas podemos realizar medidas de Dynamic Light Scattering (DLS) para detectar
posibles formas oligome´ricas o agregados en la muestra a cristalizar o bien medidas de Differential
Scanning Fluorometry (DSF) que permiten caracterizar la estabilidad de la muestra en diferentes
tampones y la presencia de diferentes ligandos o cofactores. Otros me´todos espectrosco´picos como el
dicro´ısmo circular (CD) tambie´n pueden dar informacio´n a este respecto. Por otro lado, me´todos de
purificacio´n adicionales mediante cromatograf´ıa en columna o ultracentrifugacio´n pueden ser u´tiles
para una mejor caracterizacio´n de la prote´ına si fuera necesario. Es importante tener en cuenta que
la preparacio´n de la muestra para un experimento de cristalograf´ıa es mucho ma´s cr´ıtica que para
un experimento de caracterizacio´n bioqu´ımica. En este segundo caso generalmente se exige como
criterio de calidad una pureza parcial y que la prote´ına mantenga su actividad.
La cristalizacio´n de una prote´ına esta´ controlada por las leyes de la termodina´mica, por lo tanto es
un proceso semejante al de cualquier sal o mineral. En ambos casos se necesita llevar la solucio´n
a un estado de sobresaturacio´n despue´s del cual la prote´ına (o la sal) comenzara´ a cristalizar. Sin
embargo, los me´todos empleados en uno y otro caso son diferentes. Por ejemplo, en el caso de una
sal como CaSO4 podr´ıamos conseguir una solucio´n sobresaturada calentando a 40-45 æC y luego
despue´s de dejarla enfriar a temperatura ambiente durante un tiempo precipitar´ıan los cristales
en el fondo del recipiente. En el caso de las prote´ınas el calentamiento no es un me´todo adecua-
do porque las prote´ınas ra´pidamente se desnaturalizan a altas temperaturas (con la excepcio´n de
prote´ınas procedentes de organismos extremo´filos). La solubilidad de una prote´ına no so´lo depende
de la temperatura, adema´s depende de la concentracio´n, tipo de sal presente en el tampo´n, pH
del tampo´n, presencia de posibles cofactores. El nu´mero de te´cnicas descritas para cristalizar una
prote´ına es elevado pero so´lo unas pocas se usan habitualmente. La ma´s comu´n se basa en alcanzar
la sobresaturacio´n mediante difusio´n de vapor. Esto se puede conseguir bien mediante la modalidad
de “gota colgante”, o mediante “gota posada”. Otra estrategia menos usada es la de dia´lisis.
1.6.2. Difraccio´n de rayos X
La difraccio´n de rayos X es una de las te´cnicas ma´s potentes para la determinacio´n estructural de
prote´ınas, pues proporciona una fotograf´ıa tridimensional a escala ato´mica del material cristalizado,
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que incluye su plegamiento, distancias y a´ngulos de enlace, empaquetamiento cristalino, etc. En
definitiva proporciona datos para entender la funcio´n biolo´gica de las prote´ınas.
Un requisito indispensable para abordar un estudio estructural mediante esta te´cnica es el de dispo-
ner de cristales u´nicos, homoge´neos y de buena calidad. Cuando un haz de rayos X incide sobre un
cristal interacciona con los electrones de los a´tomos que lo componen, hacie´ndoles vibrar acoplada-
mente con las variaciones perio´dicas de su campo ele´ctrico. De esta manera, los electrones al vibrar
se convierten en focos de una nueva radiacio´n X que se emite de forma esfe´rica. Este feno´meno
se denomina dispersio´n. La desviacio´n de los rayos X dispersados es mayor cuanto mayor es la
densidad electro´nica de la materia sobre la que inciden. Los rayos X dispersados por los electrones
pueden interferir entre s´ı dando lugar a cancelaciones, o bien pueden combinarse y reforzarse en
determinadas direcciones si esta´n en fase, dando lugar a una dispersio´n cooperativa conocida como
difraccio´n. Para que se produzcan todas las difracciones posibles los cristales deben girarse de tal
modo que todos los planos virtuales se coloquen en una disposicio´n adecuada para cumplir la ley de
Bragg. So´lo los haces difractados pueden ser detectados en la pel´ıcula fotogra´fica o en el detector.
Durante la difraccio´n de rayos X el haz incidente produce calor y radicales libres, por lo que es
importante enfriar el cristal durante el proceso de difraccio´n, con el fin de evitar dan˜os irreversibles
en el cristal y por tanto en la prote´ına.
Figura 1.13: Zona del mapa de densidad electro´nica de un cristal de prote´ına8.
Los rayos X difractados por el cristal suministran una imagen en la que existe una disposicio´n
regular de manchas punteadas. El patro´n global de reflexiones y sus intensidades permite la cons-
truccio´n de un mapa de densidad electro´nica de la prote´ına, que tiene un aspecto similar al de un
mapa topogra´fico. A partir del mapa de densidad electro´nica se puede representar el trazado de
las uniones entre a´tomos mediante distintos me´todos. Sin embargo, para poder calcular la funcio´n
de densidad electro´nica, y por lo tanto poder saber la localizacio´n de los a´tomos en el interior de
la celdilla, necesitamos conocer tambie´n el desfase entre las ondas, pero esta informacio´n se pierde
durante el proceso de medida experimental, ya que no existen te´cnicas experimentales para medir
esos desfases. Para resolver el “problema de las fases” Arthur Lindo Patterson (1934) propuso una
8Crystallographic X-ray Facility at the Department of Biochemistry, University of Cambridge. http://www.
xray.bioc.cam.ac.uk
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fo´rmula, basada en me´todos de Transformada de Fourier, conocida como la funcio´n de Patterson,
que permite una simplificacio´n de la informacio´n contenida en la funcio´n de densidad electro´nica,
pues suprime la informacio´n de las fases. La informacio´n que proporciona la funcio´n de Patterson es
un mapa de vectores de posicio´n entre a´tomos (posiciones relativas). Posteriormente, a lo largo del
siglo XX varios autores, entre ellos Jerome Karle y Herbert Hauptmann (Premio Nobel de Qu´ımica,
1985), propusieron diferentes me´todos, me´todos directos, para resolver el problema en cristales for-
mados por mole´culas de taman˜os pequen˜o y medio. En cristales que contienen mole´culas grandes,
prote´ınas o enzimas, el problema de la fase puede resolverse mediante tres me´todos, dependiendo
del caso: i) me´todo de Reemplazo Isomorfo Mu´ltiple (MIR, del ingle´s, Multiple Isomorphous Re-
placement) basado en el me´todo de Patterson; ii) me´todo de Difraccio´n Ano´mala Mu´ltiple (MAD,
del ingle´s Multi-wavelength Anomalous Diffraction); iii) me´todo de Reemplazo Molecular (MR, del
ingle´s Molecular Replacement), haciendo uso de un modelo estructural de una prote´ına homo´loga,
previamente determinada. Por u´ltimo, el modelo estructural obtenido debe ser validado, es decir,
debe ser consistente con los criterios qu´ımicos, no presentar impedimentos este´ricos, coherencia
en las longitudes y a´ngulos de enlaces, etc. Ver ejemplo de mapa de densidad electro´nica en la
Figura 1.13.
La cristalograf´ıa-difraccio´n de rayos X es un excelente me´todo para determinar las estructuras de las
prote´ınas r´ıgidas que forman cristales ordenados. Las prote´ınas flexibles o con regiones desordenadas
o du´ctiles son dif´ıciles o imposibles de estudiar por este me´todo, pues la cristalograf´ıa requiere tener
muchas mole´culas alineadas exactamente en la misma orientacio´n. Las regiones desordenadas o
du´ctiles son invisibles en los mapas de densidad electro´nica pues presentan diversas orientaciones
y su densidad electro´nica se expande por un espacio grande. La exactitud de la estructura ato´mica
determinada depende de la calidad de los cristales. En cristales perfectos, tenemos mucha ma´s
confianza que la estructura ato´mica resuelta refleje correctamente la estructura de la prote´ına. Dos
medidas importantes de la exactitud de una estructura son su resolucio´n, que mide la cantidad de
detalle que puede ser visto en los datos experimentales, y el valor de R, que mide co´mo el modelo
ato´mico se ajusta a los datos experimentales.
1.6.3. Resonancia magne´tica nuclear
Al igual que la difraccio´n de rayos X, la resonancia magne´tica nuclear (RMN) puede determinar
las posiciones de cada uno de los a´tomos que constituyen una mole´cula de prote´ına. La RMN
requiere que la prote´ına se encuentre en disolucio´n, normalmente acuosa. Adema´s, la RMN aporta
no solo informacio´n estructural, sino tambie´n dina´mica, porque permite observar ligeros cambios
de conformacio´n. Es una te´cnica muy adecuada para el estudio de prote´ınas con regiones flexibles
o para prote´ınas intr´ınsicamente desordenadas o du´ctiles donde la difraccio´n de rayos X tiene una
gran limitacio´n. Pero no todo es posible con RMN ya que tiene una limitacio´n segu´n el taman˜o de
la prote´ına. En la actualidad el taman˜o ma´ximo de las prote´ınas analizables por RMN esta´ en torno
a los 60-80 kDa, aunque este l´ımite va aumentando a medida que se producen avances en la te´cnica.
Como en el caso de la difraccio´n de rayos X, hay que preparar la muestra en unas condiciones
o´ptimas para un su estudio. Es decir, hay que tener en cuenta la concentracio´n de prote´ına, pureza,
caracter´ısticas del disolvente, el pH, la temperatura, etc. Las condiciones deben ser las que mejor
conserven la estructura nativa de la prote´ına y que a su vez permitan la adquisicio´n de espectros
de RMN.
La te´cnica de RNM permite detectar la energ´ıa que absorben los nu´cleos de los a´tomos que entran
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en resonancia al ser irradiados con radiofrecuencias en el seno de un campo magne´tico. Cada tipo
de nu´cleo resonante que se puede encontrar en una prote´ına (1H, 13C, 15N, 31P) absorbe energ´ıa
en una regio´n de radiofrecuencias espec´ıfica. Sin embargo, no todos los a´tomos del mismo tipo (por
ejemplo, 1H) que hay en una mole´cula absorben energ´ıa exactamente a la misma frecuencia de ra-
diacio´n; existen pequen˜as variaciones que dependen de la densidad electro´nica del entorno qu´ımico
que lo rodea. Por tanto, cada nu´cleo 1H contenido en una prote´ına resuena a un valor intr´ınseco
de radiofrecuencia, segu´n el entorno en que se encuentra. Teniendo en cuenta este principio se ha
desarrollado la te´cnica de RMN bidimensional, ido´nea para resolver la estructura tridimensional de
prote´ınas. Esta te´cnica permite identificar nu´cleos 1H muy pro´ximos (a menos de 5 A˚), debido a un
feno´meno denominado efecto Overhauser nuclear (NOE). El NOE consiste en que el acoplamiento
de los campos magne´ticos entre nu´cleos pro´ximos conlleva a una variacio´n de la radiofrecuencia
con las que resuenan. La RMN bidimensional proporciona lo que se denomina un espectro bidimen-
sional, gra´ficamente una nube de puntos entre dos ejes. Los puntos que esta´n fuera de la diagonal
permiten identificar pares de protones separados por menos de 5 A˚. La interpretacio´n de un espec-
tro bidimensional RMN en una estructura tridimensional es un proceso complicado que precisa de
equipos informa´ticos con adecuados programas gra´ficos. El programa de ordenador precisa de infor-
macio´n sobre los para´metros qu´ımicos, tales como la estructura primaria de la prote´ına, longitudes
y a´ngulos de enlaces, radios de van der Waals, etc. Entonces, el ordenador genera una familia de es-
tructuras que representan una gama de conformaciones consistentes con las proximidades ato´micas
detectadas por NOE.
1.7. Herramientas bioinforma´ticas ba´sicas para el estudio
de macromole´culas
1.7.1. Protein Data Bank
El repositorio “Protein Data Bank” (PDB)9 contiene los ficheros de las coordenadas ato´micas e
informacio´n relevante adicional que describe a las prote´ınas cuya estructura 3D se ha determinado
por cristalograf´ıa de rayos X, espectroscopia RMN o crio-microscop´ıa electro´nica de transmisio´n.
Estos ficheros contienen un listado de los a´tomos de cada prote´ına y su localizacio´n en el espacio.
El formato t´ıpico de un fichero PDB incluye un texto al inicio, que resume la descripcio´n de la
prote´ına y los detalles de la resolucio´n de su estructura, seguido por la secuencia y una larga lista
de los a´tomos y sus coordenadas. El archivo tambie´n contiene informacio´n sobre las condiciones
experimentales que han sido usadas para determinar estas coordenadas ato´micas.
1.7.2. Visualizacio´n de estructuras en 3D
Las estructuras 3D de biomole´culas pueden ser visualizadas con diferentes programas informa´ticos
disponibles, tanto libres como de licencia comercial. Entre ellos podemos destacar PyMOL10, Vi-
9Protein Data Bank. http://www.rcsb.org
10PyMOL. http://www.pymol.org
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sual Molecular Dynamics11 (VMD), UCSF Chimera12, DeepView13 (old Swiss-PdbViewer), Jmol14,
RasMol15 o Protein Explorer16 entre otros. Estos programas permiten visualizar una estructura
molecular si conocemos sus coordenadas ato´micas (generalmente en un archivo de formato texto).
Existen dos tipos de programas de visualizacio´n molecular por ordenador, los que funcionan inde-
pendientemente de las pa´ginas web y los que funcionan como plugins adaptados a las pa´ginas web
y que siempre requieren pa´ginas web para funcionar. A continuacio´n comentaremos las aplicacio-
nes de dos programas: PyMol y Swiss-Pdb Viewer, una lista ma´s exhaustiva puede consultarse en
Wikipedia17.
PyMol
PyMOL10 se puede instalar en nuestro ordenador con licencia o en su versio´n acade´mica libre. Puede
trabajar con una amplia variedad de formatos diferentes desde ficheros PDB a ficheros multi-SDF
o mapas de densidad electro´nica. PyMOL es fa´cil de usar y permite representar las estructuras en
una gran variedad de formas (ej. esferas, superficie, vistas volume´tricas, l´ıneas, enlaces poniendo
e´nfasis en la conectividad, elementos de estructura secundaria, entre otros). Tambie´n permite la
superposicio´n de estructuras. Ejemplo en Figura 1.14.
Figura 1.14: Ejemplo de visualizacio´n de un complejo prote´ına-DNA con PyMOL.






17Software for protein structure visualization. http://en.wikipedia.org/wiki/Software_for_
protein_structure_visualization
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DeepView
DeepView 13 se puede instalar en el ordenador con licencia y es una aplicacio´n que proporciona
una interfaz de fa´cil manejo para visualizar y analizar prote´ınas al mismo tiempo. La prote´ınas se
pueden superponer con el fin de deducir alineamientos estructurales y comparar sus sitios activos
u otras regiones relevantes. Mutaciones de amina´cidos, puentes de hidro´geno, a´ngulos y distancias
entre a´tomos son fa´ciles de determinar mediante su interfaz gra´fica. DeepView esta´ conectado con
SWISS-MODEL18, un servidor de modelado estructural automa´tico. El uso combinado de estos dos
programas facilita el trabajo para generar modelos estructurales. DeepView tambie´n lee mapas de
densidad electro´nica y proporciona varias herramientas para construir mapas de densidad. Adema´s
integra varias herramientas de modelado y mutacio´n de aminoa´cidos.
18SWISS-MODEL. http://swissmodel.expasy.org
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